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@ Extralts de feuilles d'Hamam^lis, leur preparation et leurs applications. 



(57) Extralt de feuilles d*Hamam6lis, caract6rls6 en ce qu'il contient des tanins galllques, des acldes 
ph^noliques tets que Tacide gallique et Tacide caf^ique et des flavonoVdes, tels que le kaempf^rol, la 
querc6tlne et la quercitrine, la teneur moyenne en tanins galliques 6tant de 30 ^ 40 % et la teneur 
moyenne en aclde gallique 6tant de 0,3 k 5 % par rapport au rSsidu sec de la solution extractive. 
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La pr^sente invention a pourobjet des extraits de feuiltes d'Hamam^lis, leur preparation et leurs applica- 
tions. 

L'Hamam6lis, Hamannelis virginiana L., est un arbre de 3 d 4 metres de haut. Les feuilles sont enti^res et 
petiol^es. Le limbe est oval , aigu au sommet, nettement asym^trique d la base. 
5 La composition chimique des feuill s est la suivante : 

- huiles essentielles (choline) 

- acides ph^noliques (acide gallique, acide caf^lque) 

- ph6nols (catechol) 

- h^t^rosides flavoniques (kaempf^rol, querc^tine et nnyric6tlne) 

10 - tanins galliques (p-hamam6litanin et esters galliques du glucose). 

Les extraits de feuilles d'Hamam^lis obtenus selon le proc^d^ de t'invention sont caract^ris^s par la pre- 
sence de tanins galliques, par ta presence de flavonoVdes tels que le kaempferoL la quercdtine et la quercitrine, 
et par la presence d'acides ph^noliques tels que acides galtique et caf^ique. 

Les extraits de I'invention sont caracteris^s par le fait qu'ils contiennent des tanins galliques, des acides 
15 phenotiques, tels que acides gallique et caf^ique, et des flavonoides, la teneur en tanins galliques etant de 30 
d 40 % et la teneur en acide gallique etant de 0,3 k5% par rapport au r^sidu sec. 

Selon I'invention, ou soumet les feuilles d'Hamameiis s^ches ou fratches, broy^es ou pulveris^es, k une 
extraction par un solvant tel que I'eau, un alcanol en C1-C4, 1'acetone ou le propyieneglycol, ou un melange de 
ces solvants. Par exemple, on peut utiliser un melange alcanol Ci-C4/eau ou un melange ac6tone/eau en pro- 
20 portions de 96/4 k 30/70 en volume. On peut egalement utiliser un melange propyieneglycol/eau dans des pro- 
portions de 100/10 ^ 40/60 en volume. 

La quantite de solvant d'extractlon utilisee est egale d 4 S 20 fois le poids de feuilles d'Hamameiis. On 
effectue Textraction eventuellement sous agitation e une temperature situee entre 10*^0 et I'ebullition du sol- 
vant. La duree de I'extraction est de 2 ^ 80 heures. 
25 On concentre eventuellement les solutions extractives. Les concentrats obtenus sont eventuellement 

seches, soit en etuve sous vide, soit par nebulisation, soit par lyophilisation, soit par sechage k I'alde d'un se- 
cheur-r6acteur cylindrique. 

Les extraits de feuilles d'Hamameiis obtenus selon le precede de Tinvention sont caracterises par la pre- 
sence de tanins galliques, par la presence de flavonoVdes tels que le kaempferol, la quercetine et la quercitrine, 
30 et par la presence d'acides phenoliques tels que acides gallique et cafeique. 

On caracterise les constituants des extraits de Tinvention e Taide des experiences suivantes : 
On soumet une'solution ethanolique d'extraits de feuilles d'Hamameiis obtenue selon I'invention d la reac- 
tion k la cyanidine selon SHIBATA (Shibata. K.. Nagai. I., Kishida. M., 1916. Journ. Biol. Chem. 28. p. 93). 
Cette reaction de reference, caracteristlque des flavonoTdes d I'exception des chalcones et des isoflavones, 
35 s'effectue sur les extraits en solution d 5,0 % dans Methanol k 96 % v.v. Apres agitation et filtration, on ajoute 
3 ml d'acide chlorhydrique concentre d 5 ml du filtrat. L'addition de tournure de magnesidum provoque I'appa- 
ritlon d'une coloration rouge et d'un degagement d'hydrogene caracteristiques des flavonoides. Cette colora- 
tion s'intensifie par ajout d'alcool amylique. 

On met en presence une solution hydroalcoolique d'extraits de feuilles d'Hamameiis selon I'invention et une 
40 solution de cyanure de potassium (KCN). La solution se colore alors en orange, coloration caracteristlque de 
Tacide gallique. La meme solution donne ensuite un precipite caracteristlque des tanins. 
Une solution hydroalcoolique d'extraits de feuilles d'Hamameiis obtenue selon I'invention etcontenant 10,0 % 
de chlorure ferrique (Fe2C16) precipite. Ce precipite, de couleur bleu-noir, est caracteristlque des tanins galli- 
ques. LesflavanoTdes etTacide gallique sont identifies par chromatographie couche mince sursillce. La phase 
45 mobile est alors constituee d'un melange de n-pentanol, d'hexane, d'acide acetique glacial et d'eau, dans une 
proportion 35-1 0 d 35-1 5. Apres migration, la revelation par une solution de chlorure d'aluminium ou de chlorure 
ferrique k 2,0 % dans I'alcool permet d'identifier le kaempferol, la quercetine, la quercitrine et I'acide gallique. 
On dose les tanins par spectrophotometrie apres reaction avec I'acide phosphotungstique, avant et apres 
adsorption sur poudre de peau. Cette technique de dosage est developpee dans la Pharmacopee frangaise 
50 Xeme edition pour le dosage des tanins dans les racines de ratanhia. Les teneurs en tanins dans les extraits 
obtenus selon I'invention variant de 30 k 40 % par rapport e la poudre pour un extrait sec, et par rapport au 
residu sec pour un extrait liquide. 

L'acide gallique est dose par chromatographie liquide haute performance. La colonne utilisee est de type silice 
phase greffee C.I 8, la phase mobile est composee de proportions variables d'eau, de methanol et d'acide ace- 
55 tique, le debit est de 1 millilitre par minute, la d'etection s'effectue k 254 nm. 

Les teneurs en acide gallique varient de 0,3 k 5,0 % selon la nature des extraits obtenus selon Tinvention. 
Les exemples suivants iltustrent I'invention. 
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Example 1 . 

On introduit dans un r6acteur 1 kg de feuilles d*Hamam6lis pr6alablement broy^es et 10 litres d*eau. On 
porte le melange k Ebullition pendant 3 heures. On filtre, puis on concentre le filtrat sous vide k 60°C jusqu'd 
5 ce que Ton obtienne un concentrat de 1 kg. On s6che ce concentrat k r6tuve sous vide k 80*'C, puis on le broie. 
On obtient una poudre marron fonc6. 

On met en Evidence les flavonoVdes tels que le kaempfErol, la quercEtine et la quercitrine par chromatographie 
sur couche mince. On agit de m§me pour les acides phEnotiques tels que I'acide gallique et I'acide cafEique. 
On caractErise Egalement ces substances par une reaction d'identification. Les tanins sont dosEs par spectro- 
10 photomEtrie. Leur teneur moyenne est de 30 %. La teneur moyenne en acide gallique est de Tordre de 5 %. 

Exemple 2 . 

On introduit 500 grammes de feuilles d'HamamElis prEalablement broyEes dans un rEacteur agitE avec 
15 2,5 I d'Ethanol k 30 %. On maintient I'agitation pendant 2 heures. Par filtration, on rEcupEre la solution Etha- 
nolique, de couleur brune. Dans cette solution, on identifie par chromatographie sur couche mince les flavo- 
noVdes et les acides phEnoliques. On dose la teneur en tanins par dosage spectrophotomEtrique : elle est de 
40 % en moyenne par rapport au rEsidu sec de la solution. La teneur moyenne en acide gallique est de 4,0 % 
par rapport au rEsidu sec de la solution. 
20 On a test6 TactivitE des extraits de feuilles d'HamamElis selon invention pour mettre en Evidence une actl- 

vitE filtre U.V.B. et une activitE anti-radicalaire. 

UactivitE filtre U.V.B. des extraits obtenus selon Tinvention estdEmontrEe k partir des observations suivantes : 

le spectre U.V. des extraits sees ou concentrEs de feuilles d'HamamElis solubilisEs dans une solution aqueuse 

ou hydroalcoolique, ainsi que des extraits liquides, prEsente une zone d'absorption situEe entre 200 et 340 nm 
25 avec 2 maxima. Le premier situE entre 200 et 220 nm, le second entre 260 et 290 nm. 

Oe dernier pic se situe dans la zone U.V.B. Les extraits obtenus selon invention absorbent done dans la zone 

U.V.B. lis peuvent done etre utilisEs comme filtres U.V.B. 

Les extraits obtenus selon Tinvention prEsentent Egalement des activitEs anti-radicalaires. Oes actlvitEs 

ont pu Etre dEmontrEes in vitro par deux mEthodes de dosage. 
30 La premtEre mEthode d'Evaluation a EtE rEalisEe sur un radical libre, le diphEnylpicrylhydrazine hydrate qui 

absorbedansle violets 513 nm. (Lamaison J.L., Petitjean-Freytet C, Camat P, Carnat A, 1988. Plantes MEdi- 

cinales et PhytothErapie, 22, (4), p 231-234). 

Un composE anti-radicalaire, piEgeur de radicaux libres entraTne une diminution de la densitE optique : I'activitE 
anti-radicalaire d'une substance est exprimEe en pourcentage de I'absorbance du diphEnylpicrylhydrazine 
35 hydrate. 

Dans ces conditions de test, un extrait de feuilles d'HamamElis a une activitE anti-radicalaire comparable k la 
vitamine E qui est la substance de rEfErence la plus utilisEe. 
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Temoins Concentration (rag/ml) % Attenuation 

5 Vitamine E 0,01 9 

0,05 28 
0,1 61 
0,5 95 



10 



25 



1 96 



Cynarine 0,01 16 

15 0,05 60 

0,1 89 
0,5 94 
1 96 

20 

Extrait hydroalcoolique 
atomise d ' hamamelis 



Q^OI 13 

0,05 43 

0,1 82 

0,5 95 

3^ 1 96 



On a pu 6galement 6valuer ractivit6 anti-radicalairesurranion superoxyde g6n6r6 par la reaction du NADH 
35 (Nicotinamide Adenine Dinucl6otique) sur le PMS (Ph6nazine M6thosulfate). (Roback J., Grylewski RJ, Bio- 
chemical Phamiacology, 1988, 37, (5). p 837-841). Uanlon superoxyde provoque la reduction du NBT (Nitro- 
bleu de T6trazolium) en diformazan, de coloration bleue intense. On dose celui-cl par spectrophotom6trie. On 
exprime ractivit6 anti-radicalaire d'une substance en pourcentage d'inhibition du d6veloppement de coloration 
due au diformazan. Par cette m6thode de dosage, les extralts de feuilles d'Hamam6lls pr6sentent une activity 
40 anti-radicalaire marquee, deux fois sup6rieure en moyenne aux t6moins test6s, comme la querc6tine ou Tacide 
rosmarinique. 
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Temoins 



Concentration ( mg /ml ) 



% Inhibition 



10 



Quercetine 



0,01 
0,05 
0,1 
0,5 
1 



1 

31 
69 
91 
98 



16 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



Acide rosmarinique 



0,01 
0,05 
0,1 
0,5 
1 



2 
28 
59 
90 
99 



Extrait hydroalcoolique 
atomise d ' hamamelis 



0,01 
0,05 
0,1 
1 



1 7 
62 
87 
95 



Au vu de ces activ[t6s filtre U.V. et anti-radicalaire, on peut utiliser les extraits obtenus selon I'invention ^ 
des fins cosm6tiques, en particuiier pour la protection de la peau expos^e d un ensoleillement prolong^, et 
pour le ralentissement du processus radicalaire de vieillissement. 

Les tanins contenus dans les extraits de feullles d*Hamam6lis selon I'invention confdrent d ces extraits des 
proprl^t^s antlpmrigineuses, cicatrisantes, adoucissantes et ^mollientes pour lesquelles les feuilles d'Hanna- 
m^lls sont utills^es tradltionnellement en usage externe. Les extraits obtenus selon invention pr6sentent en 
plus ces activit^s. 

L*activit6 v^inotonlque des feuilles d'Hamam^lis est bien connue. Cette activity est due aux substances 
ph6noliques (tanins, flavonoVdes) contenues dans la plante. Ces substances sont pr6sentes dans les extraits 
selon I'invention qui poss^dent done ^galement une activity veinotonique. 

Les extraits de feuilles d'Hamam^lis selon Tinvention peuvent §tre utilises sous forme de pommade en 
association avec des excipients comme le monool6ate de glycerol, la vaseline, la lanoline, la cire blanche, les 
huiles d'amande, de paraffine, I'eau r^unis dans une meme formule ou encore Thuile d'arachide, la lanoline 
anhydre, la glycerine, Tamidon de bl6, la cire blanche et Teau. lis peuvent 6galementrentrer dans la composition 
de cr6me dermique en association avec les excipients suivants ; cire d'abeilles, paraffine liquide I6gfere, eau, 
vaseline ou lanoline, cire blanche d'abeilles liquide l^g^re, glycerol. 

Des fonmules de produits solalres peuvent ^galement contenir les extraits de I'invention s'lls sont incorpo- 
r^s dans des Emulsions classiques H/E ou E/H ou plus simptement dans des supports huiteux. 



Revendications 

1. Extrait de feuilles d'Hamam6lis, caract6ris6 en ce qu'il contient des tanins galllques, des acides ph6noli- 
55 ques tels que I'acide gallique et I'acide caf^ique et des flavonoVdes, tels que le kaempf^rol, la quercetine 

et la quercitrlne, la teneur moyenne en tanins galliques 6tant de 30 d 40 % et la teneur moyenne en acide 
gallique ^tant de 0,3 d 5 % par rapport au r^sidu sec de la solution extractive. 
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Proc^d6 d'obtention d'un extrait de feuilles d*Hamam6lis selon la revendication 1, proc6d6 caract^ris^ en 
ce que Textrait est obtenu par extraction avec un solvant tei que t'eau, Tac^tone, un alcanol en C1-C4, le 
propyl^neglycol ou un melange de ces solvants. 

Proc6d6 selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que I'extraction est effectu6e Taide d*un melange 
alcanol en Ci-C^eau ou ac6tone/eau, en proportions de 96/4 d 30/70 en volume. 

Proc^d^ selon la revendication 2 caract^ris^ en ce que I'extraction est effectu^e k I'alde d'un melange 
propyl6neglyGol/eau, en proportions de 100/10 ^ 40/60 en volume. 

Proc^d^ selon Tune quelconque des revendications 2^4, caract^rls^ en ce que Textraction est effectu^e 
pendant une dur^e de 2 d 80 heures. 

Proc^d^ selon I'une quelconque des revendications 2^5, caract^ris^ en ce que i'extraction est statique 
ou agit§e. 

Proc^d^ selon Tune quelconque des revendications 2^6, caract6ris6 en ce que la quantity de solvant 
utilis^e 6gale 4 d 20 fois le poids de feuilles d'Hamam^lis. 

Composition cosm^tique caract^ris^e en ce qu'elle contient un extrait selon la revendication 1, associ^ 
^ un ou ptusieurs excipients tels que le monool^ate de glycerol, le glycerol, la vaseline, ta lanoline, 6ven- 
tuellement anhydre, la cire blanche, la cire d'abeilles, les huiles d'amande et de paraffine, I'huile d'ara- 
chide, la glycerine, Tamidon de bt^ et Teau. 
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